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ABSTRACT
This research is a preliminary study to explore potential probiotics of Lactic Acid Bacteria (LAB)
in dangke, a traditional food from buffalo milk in Curio the district of Enrekang. Isolation of LAB
performed using the selective medium de Man Rogosa Sharpe Agar. LAB will show clear zone on
MRS medium after the addition of the indicator in the form of CaCO3 and incubated for 24 hours.
Selection is done by observing the cell morphology and Gram staining. Further testing with the
biochemical properties of sugar fermentation test. The results showed that lactic acid bacteria isolates
obtained consists of two species of Lactobacillus plantarum and Lactobacillus fermentum.
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PENDAHULUAN
Definisi probiotik menurut FAO/WHO
adalah mikroorganisme hidup yang bila
diberikan dalam jumlah yang cukup
memberikan manfaat kesehatan pada inangnya
(Araya et al., 2002). Penelitian invitro dan
invivo, pada hewan percobaan maupun pada
manusia telah banyak dilakukan untuk
mengeksplorasi peranan probiotik dalam
pencegahan maupun pengobatan penyakit,
misalnya diare (Guandalini et al., 2011),
Inflammatory Bowel Disease (Rauch et al.,
2012), Irritable Bowel Syndrome (Ringel et
al., 2011; Ki et al., 2012), asma (Jan et al.,
2011; Jang et al., 2012), alergi (Drago et al.,
2011; Wang et al., 2012), obesitas (Luoto et
al., 2010; Arora et al., 2012), diabetes tipe 2
(Ejtahed et al., 2012; Andersson et al., 2010),
kanker kolorektal (Kumar et al., 2012; Chen et
al., 2011; Appleyard et al., 2011), laktosa
intoleran (Ojetti et al., 2010; He et al., 2008),
depresi (Arseneault et al., 2011; Desbonnet et
al., 2010; Bravo et al., 2011), osteoporosis
(Yeo et al., 2010; Rodrigues et al., 2012),
reduksi kadar kolesterol (Kumar et al., 2012;
Wang et al., 2012), dan pengikatan ion logam
berat (Buda et al., 2013; Zhai et al., 2013).
Peranan probiotik terhadap pencegahan
dan pengobatan beberapa penyakit telah
dibuktikan, namun harganya masih relatif
mahal. Oleh karena itu, pencarian sumber
probiotik baru perlu dilakukan. Penelitian
tentang isolasi bakteri berpotensi probiotik
telah banyak dilakukakan diantaranya dari
feces manusia (Tinrat et al., 2011), tinja bayi
(Chiang et al., 2012), acar kyoto (Nonaka et
al., 2008), kefir (Wang et al., 2012), kimchi
(Won et al., 2011), dan sake (Kawamoto et al.,
2011). Beberapa penelitian yang lain
melakukan isolasi bakteri dari susu dan olahan
susu, diantaranya dari Air Susu Ibu (Djide et
al., 2008), susu sapi (Baruzzi et al., 2011), susu
kerbau (Duary et al., 2011), susu kuda (Shi et
al., 2012), susu fermentasi (Vizoso et al.,
2007), dadih  (Surono et al., 2011), dan dangke
(Razak et al., 2009).
Dangke merupakan produk olahan susu
kerbau atau susu sapi secara tradisional yang
berasal dari Sulawesi Selatan khususnya
kabupaten Enrekang. Dangke diolah dengan
cara dipanaskan dengan api kecil sampai
mendidih, kemudian ditambahkan koagulan
berupa getah pepaya (papain) sehingga terjadi
penggumpalan. Gumpalan tersebut
dimasukkan ke dalam cetakan khusus yang
terbuat dari tempurung kelapa sambil ditekan
sehingga brothannya terpisah.
Tujuan dari penelitian ini adalah untuk
mengetahui jenis Bakteri Asam Laktat (BAL)
pada dangke, makanan tradisional dari susu
kerbau di Curio Kabupaten Enrekang. Pada
penelitian ini isolasi BAL dilakukan dengan
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menggunakan medium selektif de Man Rogosa
Sharpe agar, pengamatan morfologi sel,
pewarnaan Gram, pengujian sifat biokimia.
METODE
Preparasi Sampel Dangke. Sebanyak 10
gram dangke disuspensikan ke dalam larutan
fisiologis (NaCl 0,9%) steril sebanyak 90 ml
dan dihomogenkan. Dari suspensi tersebut
diambil 1 ml, dimasukkan ke dalam tabung
pengencer yang berisi 9 ml aquades steril,
dihomogenkan menghasilkan pengenceran 10-
1 hingga pengenceran 10-3.
Isolasi dan Seleksi Bakteri Asam Laktat
dari Dangke. Suspensi dangke diinokulasikan
pada medium broth MRS Broth diinkubasi
selama 24 jam pada suhu 37oC. Kultur dari
MRS Broth  diinokulasikan pada medium
MRSA lalu ditambahkan CaCO3 1%,
diinkubasi selama 48 jam. Koloni yang di
sekitarnya terbentuk zona bening dimurnikan
kembali pada medium MRSA dengan metode
goresan sinambung lalu diinkubasi selama 24
– 48 jam. Penanaman dilakukan berulang-
ulang pada medium dan kondisi yang sama
hingga didapatkan koloni tunggal. Isolat murni
tersebut lalu dipindahkan pada agar miring
sebagai stok, disimpan di refrigerator pada
suhu 4oC.
Identifikasi Bakteri dengan Pewarnaan
Gram dan Uji Biokimia. Gelas objek
dibersihkan dengan alkohol 96%, difiksasi di
atas lampu spiritus, kemudian isolat aktif
diambil secara aseptik dan diletakkan di atas
gelas objek lalu diratakan. Difiksasi kembali di
atas lampu spiritus. Setelah dingin diteteskan
cat Gram A (kristal violet) 2-3 tetes selama 1
menit, dicuci dengan air mengalir dan
dikeringkan di udara. Setelah itu ditetesi
dengan Gram B (Iodium) selama 1 menit,
dicuci  dengan air mengalir dan dikeringkan.
Kemudian ditetesi dengan Gram C (Alkohol
96%) selama 30 detik, lalu dicuci dengan air
mengalir dan dikeringkan di udara. Terakhir
ditetesi dengan Gram D (Safranin) selama 45
detik, lalu dicuci dengan air mengalir dan
kelebihan air dihilangkan dengan kertas serap.
Pengamatan ini dilakukan dengan melihat
bentuk dan warna sel dibawah mikroskop
dengan pembesaran tertentu.
Identifikasi Bakteri dengan Pewarnaan
Gram dan Uji Biokimia. Aktivitas biokimia
atau metabolisme adalah berbagai reaksi kimia
yang berlangsung dalam tubuh makhluk hidup
untuk mempertahankan hidup.
1. Uji KIA. Isolat murni sebanyak satu ose
digoreskan pada permukaan agar miring
dan di inkubasi pada suhu 37oC selama 1
x 24 jam.
2. Uji Motility. Isolat murni sebanyak satu
ose ditusuk hingga pertengahan medium
untuk melihat sifat motil dari mikroba
tersebut dan di inkubasi pada suhu 37oC
selama 1 x 24 jam.
3. Uji Metil Red. Isolat murni diambil
sebanyak satu ose dimasukkan kedalam
medium dan di homogenkan setelah itu di
inkubasi pada suhu 37oC selama 1x24 jam
dan ditambahkan metil red.
4. Uji Voges Proskauer. Isolat murni diambil
sebanyak satu ose dimasukkan kedalam
medium dan di homogenkan. Di inkubasi
pada suhu 37oC selama 1x24 jam
kemudian di tambahkan pereaksi alfa-
naftol dan KOH.
5. Uji Citrat. Isolat murni sebanyak satu ose
digoreskan pada medium agar miring
untuk uji citrat dan di inkubasi pada suhu
37oC selama 1x24 jam.
6. Uji Urea. Isolat murni sebanyak satu ose
digoreskan pada medium agar miring
untuk uji urea dan di inkubasi pada suhu
37oC selama 1x24 jam.
7. Uji Karbohidrat. Pada uji karbohidrat ini
terdiri dari beberapa medium yaitu
glukosa, lactosa, sukrosa, maltosa,
manitol dan malonat. Pada setiap medium
dimasukkan isolat murni sebanyak satu
ose dan di homogenkan lalu diinkubasi
pada suhu 37oC selama 1x24 jam.
8. Uji Katalase. Isolat murni diletakkan di
atas gelas objek kemudian di tetesi dengan
H2O2,diamati ada tidaknya gelembung gas
yang dihasilkan.
HASIL
Isolasi dan Seleksi Bakteri Asam Laktat
dari Dangke. Terdapat tiga isolat yang
diperoleh dari dangke susu kerbau yang
tumbuh pada medium MRSA + CaCO3 selama
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1x24 jam pada suhu 37oC memiliki  morfologi
koloni yang berbeda meliputi bentuk, tepi,
elevasi dan warna.
Identifikasi Bakteri dengan Pewarnaan
Gram dan Uji Biokimia. Dua isolat terpilih
selanjutnya diamati sifat Gram dan aktivitas
biokimianya untuk kepentingan karakterisasi
dan identifikasi.
Tabel 1. Karakterisasi dan Identifikasi Bakteri Asam Laktat
Uji Biokimia Isolat BakteriA B
Pewarnaan Gram Basil Gram Positif Basil Gram Positif
Katalase - -
KIA A/A, -/- A/A, -/-
Urea - -
S. Citrat - -
LIA - -
MIO -/  /- -/  /-
Glukosa + +
Laktosa + -
Sukrosa + +
Maltosa + +
Manitol + -
Malonat - -
Species Lactobacillus plantarum Lactobacillus fermentum
PEMBAHASAN
Isolasi dan Seleksi Bakteri Asam Laktat
dari Dangke. Morfologi koloni yang berbeda
yang tumbuh pada medium MRSA + CaCO3
selama 1 x 24 jam pada suhu 37o C menjadi
dasar atas asusmsi bahwa ketiga isolat tersebut
adalah jenis bakteri yang berbeda. Setelah
dilakukan pemurnian atas ketiga isolat dan
dilakukan skrining dengan menggunakan
medium MRSA yang ditambahkan 1% CaCO3
sebagai medium yang digunakan untuk
menyeleksi bakteri asam laktat, dua isolat
memperlihatkan zona bening di sekitar
koloninya akibat dihasilkannya asam laktat
yang bereaksi dengan CaCO3membentuk Ca-
lactat yang larut dalam medium (Djide et al.,
2008).
Dua isolat terpilih masing-masing isolat A
dan B. Isolat A memiliki koloni kecil, sedang
berbentuk bulat, elevasi cembung, tepi rata,
permukaan berkilau, warna putih susu.
Sedangkan isolat B menunjukkan morfologi
koloni yang berbeda dengan isolat A, yaitu
koloni sedang hinga besar dan bulat. tepi rata,
permukaan berkilau, warna putih susu.
Perbedaannya dengan isolat A terletak pada
ukuran koloni yang lebih besar.
Identifikasi Bakteri dengan Pewarnaan
Gram dan Uji Biokimia. Sifat Gram dan
aktivitas biokimia pada tabel 1 yang
dicocokkan dengan Bergey’s Manual of
Determinative Bacteriology menunjukkan
bahwa isolat A dan B merupakan kelompok
bakteri asam laktat yang teridentifikasi sebagai
Lactobacillus plantarum dan Lactobacillus
fermentum.
L. plantarum merupakan bakteri gram
positif berbentuk basil (0,5-1,5 s/d 1,0-10 μm)
serta tidak bergerak (non motil) yang terdapat
secara berpasangan atau rantai pendek. Bakteri
ini memiliki sifat katalase negatif, aerob atau
fakultatif anaerob, mampu mencairkan gelatin,
cepat mencerna protein, tidak mereduksi nitrat,
dan toleran terhadap asam. Koloni berukuran
2-3 mm, cembung, berwarna putih dan tidak
tembus cahaya. Bakteri ini mampu merombak
senyawa kompleks menjadi senyawa yang
lebih sederhana dengan hasil akhir yaitu asam
laktat.
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L. fermentum termasuk dalam golongan
Gram positif dengan sel basil nonmotil, ukuran
sel 0,5-0,9 μm, anaerob fakultatif, jarang
dijumpai yang patogenik, serta dapat
memfermentasi gula menjadi asam
laktat, tahan pada kadar asam tinggi (pH 4-
5,5), tidak tumbuh pada pH di atas 6.
KESIMPULAN
Penelitian ini menunjukkan bahwa isolat
bakteri asam laktat yang diperoleh terdiri dari
dua spesies yaitu Lactobacillus plantarum dan
Lactobacillus fermentum, dan keduanya bisa
bertahan hidup pada pH 2. Isolat L. fermentum
dan L. plantarum pada dangke yang berasal
dari susu kerbau menunjukkan potensi sebagai
calon bakteri probiotik.
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